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OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS CAPABLES D'INHIBER LA FORMATION 
DES TUBES CAPILLAIRES PAR LES CELLULES ENDOTHELIALES . 

La presente invention a pour objet des 
oligonucleotides antisens capables d' inhiber 1' expression 
de la proteine IRS-1 et d' inhiber la formation des tubes 
capillaires par les cellules endothelials . Les 
oligonucleotides selon 1' invention sont done indiquees 
comme agent anti -angiogeniques . lis sont egalement 
indiques comme agents anti-multiplication cellulaire, en 
particulier comme agents anti-tumoraux. 

L' invention concerne aussi des compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits oligonucleotides et 
1 'utilisation desdits oligonucleotides comme reactifs 
d' analyse. 

L'angiogenese est un processus fondamental 
par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins se f orment . Ce 
processus est essentiel dans plusieurs phenomenes 
physiologiques normaux tels que la reproduction, le 
developpement ou encore la cicatrisation. Dans ces 
phenomenes biologiques normaux, l'angiogenese est sous 
controle strict, e'est-a-dire qu'elle est declenchee 
pendant une periode courte (quelques jours) , puis 
completement inhibee . Cependant , plusieurs pathologies 
sont liees a une angiogenese invasive et incontrolee; 
l'arthrite, une pathologie due a 1 ' endommagement des 
cartilages par les neovaisseaux invasifs; la retinopathie 
diabetique ou 1' invasion de la retine par les 
neovaisseaux conduit a 1 ' aveuglement des malades; la 
neovascularisat ion de l'appareil oculaire presente la 
cause majeure de 1 ' aveuglement , et cette 

neovascularisation intervient dans une vingtaine de 
maladies de l'ceil; ou encore la croissance et la 



1er depot 



2 

metastase des tumeurs qui sont liees directement a la 
neovascularisation et sont dependantes de l'angiogenese. 
La tumeur stimule la croissance des neovaisseaux pour sa 
croissance elle-meme. De plus, ces neovaisseaux sont des 
voies d' echappement des tumeurs qui joignent ainsi la 
circulation sanguine et provoquent des metastases dans 
des sites eloignes du foyer tumoral initial, comme le 
foie, le poumon ou 1 ' os . 

La formation de neovaisseaux par les cellules 
endotheliales, l'angiogenese, implique la migration, la 
croissance, et la differentiation des cellules 
endotheliales. La regulation de ces phenomenes 
biologiques est directement liee a 1' expression 
genetique . 

Ainsi, les travaux de recherche realises dans 
le cadre de la presente invention ont permis d' identifier 
et de preparer des sequences d'acide nucleique impliquees 
dans la regulation de l'angiogenese. 

D'autres travaux concernant l'angiogenese ont 
permis de mettre en evidence une expression importante et. 
une phosphorylation, au niveau d'un residu tyrosine d'une 
proteine intracellulaire de 180 kDa, par les cellules 
endotheliales cultivees sur un tapis du collagene type I 
et stimulees pax- un facteur angiogenique tel que le bFGF . 
L' expression importante et la phosphorylation au niveau 
du residu tyrosine de la proteine intracellulaire de 180 
kDa accompagnent la formation des tubes capillaires par 
les cellules endotheliales. 

Cette proteine est deja connue en tant que 
substrat du recepteur de l'insuline (nomme IRS-l). Elle a 
ete, en effet, part iellement identifiee et etudiee par 
certains auteurs travaillant sur le diabete (Quon et al . , 
J. Biol. Chem. (1994), 269 (45), 27 92 0-27924). 
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Ces" auteurs ont etudie le role de l'IRS-1 sur 

(i) la translocation du GLUT 4 stimulee par 1'insuline et 

(ii) le transport du glucose, dans des cellules adipeuses 
de rat. Pour ce faire, ils ont constru.it un plasmide 
contenant : 

- un oligonucleotide bicatenaire, obtenu a 
partir de 1 ' oligonucleotide sens de sequence SEQ ID No. 1 
suivante : 5 ' - TCGATGTGAC GCTACTGATG AGTCCGTGAG GACGAAACTC 
TGGCCTAG- 3 ' , et 

-1'ADNc codant pour l'IRS-1 humain, 
et ont transfecte des cellules adipeuses de 
rat avec ledit plasmide. 

Les travaux menes dans le cadre de la 
presente invention ont mis en evidence le fait que 
1' expression de la proteine IRS-1 est egalement induite 
dans les cellules endotheliales lorsque ces dernieres 
sont stimulees par le facteur angiogenique bFGF . 

Dans le cadre de 1' invention, des 
oligonucleotides anti-sens du gene codant pour cette 
proteine ont ete prepares. Ces oligonucleotides 
presentent des activites anti -angiogenique et ant i - 
tumorale remarquables . Ils sont done particulierement 
utiles pour le traitement des maladies liees a une 
angiogenese invasive et non controlee par des methodes de 
therapies geniques consistant a administrer a un individu 
une composition contenant au moins un de ces 
oligonucleotides . 

Ainsi, un oligonucleotide selon 1' invention 
est constitue par la sequence nucleot idique de formule 
SEQ ID No . 2 suivante : 
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5' -TATCCGGAGGGCTCGCCATGCTGCTGCGGAGCAGA-3 ' , 

un fragment de celle-ci comprenant au moins 
12 nucleotides contigus, ou leur derive. 

L' invention concerne tout part icul ierement un 
oligonucleotide constitue par l'une des sequences 
nucleotidiques de formules SEQ ID No. 3 et 4 suivantes : 

5 ' - TATCCGGAGGGCTCGCCATGCTGCT - 3 ' , 

5' - TCGCCATGCTGCTGCGGAGCAGA- 3 ' , 

un fragment de celles-ci comprenant au moins 
12 nucleotides contigus, ou leur derive. 

On entend par derive, une sequence capable de 
s'hybrider dans des conditions strictes avec l'une des 
sequences SEQ ID No. 2, 3 ou 4 ou avec un fragment de 
celles-ci d'au moins 12 nucleotides contigus. 

A titre d'exemples d' oligonucleotides selon 
1' invention, on peut mentionner ceux de sequences 
suivantes : 



SEQ 


ID 


NO. 


5: 


5' - 


TATCCGGAGGGCCTGCCATGCTGCT-3 ' 


SEQ 


ID 


No . 


6 : 


5' - 


TATCCGGAGG GCCTGCCATG CTGC-3' 


SEQ 


ID 


No. 


7 : 


5' - 


TATCCGGAGG GCCTGCCATG CTG-3' 


SEQ 


ID 


No. 


8 : 


5' - 


TATCCGGAGG GCCTGCCATG CT-3' 


SEQ 


ID 


No. 


9 : 


5' - 


TATCCGGAGG GCCTGCCATG C-3' 


SEQ 


ID 


No . 


10 


: 5' 


-TATCCGGAGG 


GCCTGCCATG- 3 ' 


SEQ 


ID 


No . 


11 


: 5' 


-TATCCGGAGG 


GCCTGCCAT-3 ' 


SEQ 


ID 


No. 


12 


: 5' 


-TATCCGGAGG 


GCCTGCCA-3 ' 


SEQ 


ID 


No . 


13 


: 5' 


-TATCCGGAGG 


GCCTGCC-3 7 


SEQ 


ID 


No . 


14 


: 5' 


-TATCCGGAGG 


GCCTGC-3 ' 


SEQ 


ID 


No. 


15 


: 5' 


-TATCCGGAGG 


GCCTG-3 ' 


SEQ 


ID 


No . 


16 


: 5' 


-TATCCGGAGG 


GCCT-3 ' 


SEQ 


ID 


No . 


17 


: 5 ' 


-TATCCGGAGG 


GCC-3 ' 


SEQ 


ID 


No . 


18 


: 5 ' 


-TATCCGGAGG 


GC-3' 


SEQ 


ID 


No . 


19 


: 5' 


- CCGGAGG GCCTGCCATG CTGCT-3' 


SEQ 


ID 


No 


20 


: 5' 


-GAGG GCCTGCCATG CTGCT-3' 
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SEQ ID No. 21: 5'-G GCCTGCCATG CTGCT-3' 
SEQ ID No. 22: 5'-CTGCCATG CTGCT-3' 
SEQ ID No. 23: 5'-TGCCATG CTGCT-3' 
Avantageusement , tout ou partie des liaisons 
phosphodiester des oligonucleotides de 1' invention sont 
protegees. Cette protection s'effectue generalement par 
voie chimique, selon des methodes classiques bien connues 
de l'homme du metier. Par exemple, on peut proteger les 
liaisons phosphodiester par une fonction thiol ou amine 
ou bien encore par un groupement phenyle. 

De facon egalement aventageuse, les 
extremites 5 s - et/ou 3'- des oligonucleotides de 
1' invention sont protegees, par exemple en utilisant la 
technique indiquee precedemment pour proteger les 
liaisons phosphodiester . 

Les oligonucleotides de 1' invention peuvent 
etre synthetises selon les techniques convent ionnelles 
bien connues de l'homme du metier, par exemple a l'aide 
d'un synthetiseur d'ADN commercialise par differents 
societes . 

Bien que leur mecanisme d' action ne soit pas 
entierement elucide, les oligonucleotides selon 

1' invention inhibent 1' expression de la proteine IRS-1 au 
sein des cellules endotheliales . Ces oligonucleotides 
sont capables de bloquer la formation des neovaisseaux 
par les cellules endotheliales (i.e. inhibent 
1 ' angiogenese) , et de ce fait ils inhibent la 
multiplication des cellules tumorales chez la souris. 

L' invention a done aussi pour objet une 
composition pharmaceut ique pour 1' inhibition du gene 
codant pour la proteine IRS-1 comprenant un 
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oligonucleotide complement a ire d'une partie dudit gene ou 
d'un transcrit dudit gene. 

Une telle composition comprend 

avantageusement comme agent actif au moins un 
oligonucleotide def ini precedemment , avantageusement 
associe dans ladite composition avec un vehicule 
acceptable . 

L ' analyse des travaux realises dans le cadre 
de 1' invention a done permis de montrer que la proteine 
IRS-1 represente un constituant cellulaire essentiel dans 
le processus de 1 ' angiogenese . En effet, 1' inhibition de 
1' expression de la proteine IRS-1 par lesdits 
oligonucleotides antisens conduit a 1' inhibition de la 
formation de tubes capillaires par les cellules 
endotheliales . 

Les oligonucleotides selon 1' invention et les 
compositions les contenant sont done indiquees comme 
agent anti -angiogenique . lis sont egalement indiques 
comme agents anti -multiplication cellulaire, en 
particulier comme agents anti- tumoraux, et en consequence 
sont tout particulierement utiles pour le traitement des 
tumeurs . L' invention a done pour objet 1 ' utilisation 
desdits oligonucleotides pour la preparation d'une 
composition destinee au traitement ou a la prevention de 
pathologies liees a une angiogenese invasive et 
incontrolee, comme par exemple a titre non limitatif : 
1'arthrite, la retinopathie diabetique, des maladies de 
l'oeil liees a" la neovascularisat ion de l'appareil 
oculaire, la croissance et la metastase des tumeurs. 

Les compositions pharmaceut iques ci-dessus 
sont plus particulierement realisees de maniere a pouvoir 
etre adrninistrees par voie sous-cutanee ; intramusculaire , 
intraveineuse ou transdermique . Pour une telle 
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administration, on utilise notamment des suspensions 
aqueuses, des solutions salines isotoniques ou des 
solutions steriles et injectables qui contiennent des 
agents de dispersion et/ou des agents mouillants 
pharmacologiquement compatibles, par exemple le 
propyleneglycol ou le butyleneglycol . 

La dose unitaire usuelle a administrer 
contient de 0,001 mg a 50 mg de principe actif. 

Les oligonucleotides de 1' invention sont 
aussi utiles comme react if de recherche, notamment pour 
1' etude in vitro des voies de signalisation impliquant la 
proteine 180 kDa , par exemple sur des cellules, tumorales 
ou non, transfectees par lesdits oligonucleotides. lis 
sont egalement utiles pour 1' etude in vivo des voies de 
signalisation impliquant la proteine 180 kDa dans un 
grand nombre de phenomenes physiologiques et 
pathologiques, comme 1 ' angiogenese ou la cancerogenese, 
essentiellement a partir du rapport kinase/phosphatase. 

D'autres avantages et caracterist iques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent dans 
lesquels on designe par "oligonucleotide" 

1' oligonucleotide de sequence ID NO . 1 et qui font 
reference aux figures jointes annexe dans lesquelles : 

- la figure 1A represente 1 ' image du Western 
Blot obtenu a partir des echantillons de surnageants 
issus des cellules non stimulees (Piste NS) et des 
cellules stimulees avec le bFGF (Piste S) , revelee par un 
ant i corps ant i- IRS -1 . 

- la figure IB montre 1 ' image du Western blot 
obtenue apres coloration au nitrate d' argent a partir des 
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administration, on utilise notamment des suspensions 
aqueuses, des solutions salines isotoniques ou des 
solutions steriles et injectables qui contiennent des 
agents de dispersion et/ou des agents mouillants 
Pharmacol ogiquement compatibles, par exemple le 
propyleneglycol ou le butyleneglycol . 

La dose unitaire usuelle a administrer 
contient de 0,001 mg a 50 mg de principe actif. 

L' invention concerne des compositions 
pharmaceutiques comprenant au moins un des 
oligonucleotides de 1' invention, destinees a etre 
utilisees dans le traitement d'une ret inopathie . 

L' invention concerne egalement des 

compositions pharmaceutiques comprenant au moins un des 
oligonucleotides de 1' invention, destinees a etre 
utilisees dans la prevention de melanomes. 

Les oligonucleotides de 1' invention sont 
aussi utiles comme reactif de recherche, notamment pour 
1' etude in vitro des voies de signalisation impliquant la 
proteine 180 kDa, par exemple sur des cellules, tumorales 
ou non, transfectees par lesdits oligonucleotides. lis 
sont egalement utiles pour 1 ' etude in vivo des voies de 
signalisation impliquant la proteine 180 kDa dans un 
grand nombre de phenomenes physiologiques et 
pathologiques , comme 1 ' angiogenese ou la cancerogenese , 
essentiellement a partir du rapport kinase/phosphatase. 

D'autres avantages et caracterist iques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent dans 
lesquels on designe par "oligonucleotide" 
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memes echantillons de surnageants issus des cellules non 
stimulees (Piste NS) et des cellules stimulees avec le 
bFGF (Piste S) 

5 - la figure 2 montre les images du Western 

Blot obtenues a partir des echantillons des surnageants 
issus des cellules non stimulees (Piste NS) et des 
cellules stimulees avec le bFGF (Piste B) , lorsque la 
membrane est incubee avec un anticorps monoclonal anti- 
10 phosphotyrosine et revelee avec un anticorps anti-isotype 

marque a la peroxydase comme indique dans 1'exemple 3, 

- Les figure 3A a 3D montrent les images des 
cultures, sur un tapis du collagene type I, des 

15 differents lots de cellules epitheliales : 

- La figure 3A montre la culture des cellules 
endotheliales non traitees. 

- La figure 3B montre la culture des cellules 
endotheliales stimulees avec 3 ng/ml de bFGF. 

20 - la figure 3C montre la culture des cellules 

endotheliales incubes avec 100 /ig/ml d' oligonucleotide de 
sequence SEQ ID No. 3 pendant 4 heures, puis stimulees 
avec 3 ng/ml de bFGF . 

- la figure 3D montre la culture des cellules 
25 endotheliales incubes avec 100 ng/u\± d' oligonucleotide de 

sequence SEQ ID No. 3 pendant 4 heures. 



30 



Exemple 1 : Mise en evidence de 1 ' induction 
de 1' expression d^RS-l (la proteine de 180 kDa) dans les 
cellules endotheliales suite a la stimulation de ces 



cellules par le bFGF . 
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1 ' oligonucleotide de sequence ID NO.l et qui font 
reference aux figures jointes annexe dans lesquelles : 

- la figure 1A represente 1' image du Western 
Blot obtenu a partir des echantillons de surnageants 
issus des cellules non stimulees (Piste NS) et des 
cellules stimulees avec le bFGF (Piste S) , revelee par un 
ant i corps anti-IRS-1 . 

- la figure IB montre 1 ' image du Western blot 
obtenue apres coloration au nitrate d' argent a partir des 
memes echantillons de surnageants issus des cellules non 
stimulees (Piste NS) et des cellules stimulees avec le 
bFGF (Piste S) 

- la figure 2 montre les images du Western 
Blot obtenues a partir des echantillons des surnageants 
issus des cellules non stimulees (Piste NS) et des 
cellules stimulees avec le bFGF (Piste B) , lorsque la 
membrane est incubee avec un anticorps monoclonal anti- 
phospho tyrosine et revelee avec un anticorps anti-isotype 
marque a la peroxydase comme indique dans l'exemple 3, 

- Les figure 3A a 3D montrent les images des 
cultures, sur un tapis du collagene type I, des 
differents lots de cellules epitheliales : 

- La figure 3A montre la culture des cellules 
endotheliales non traitees . 

- La figure 3B montre la culture des cellules 
endotheliales stimulees avec 3 ng/ml de bFGF. 

- la figure 3C montre la culture des cellules 
endotheliales incubes avec 100 /xg/ml d' oligonucleotide de 
sequence SEQ ID No. 3 pendant 4 heures, puis stimulees 
avec 3 ng/ml de bFGF. 
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La proteine 180 kDa a ete mise en evidence de 
la maniere suivante : 

Les cellules endothelials ont ete mises en 
culture dans une plaque de microt itrat ion a 6 puits 
prealablement recouverts avec du collagene type I comme 
decrit dans (Montesano et al . , J. Cell. Biol., 1983, 83, 
1648-1652) . Le milieu de culture est le DMEM (Sigma) 
enrichi avec 10 % de serum de voeu fetal, 4 mM glutamine, 
500 U/ml penicilline, et 100 /xg/ml streptomycine . Apres 3 
a 4 jours de culture, on obtient une couche semi- 
confluente des cellules endothelials . Les milieux de 
culture de six puits ont ete aspires et remplaces par du 
milieu de culture frais. Trois puits ont ete enrichis 
avec 3 ng/ml de bFGF . Apres une incubation de 4 8 heures, 
les differents puits sont laves trois fois avec un tampon 
phosphate, et les cellules sont utilisees pour extraire 
l'ARN messager (ARNm) selon des protocoles connus de 
l'homme du metier. Les ARNm sont reverse transcrits par 
une reaction de polymerisation en chaine (PCR) en 
utilisant chacun des quatre groupes degeneres d' amorces 
oligo(dT) (T12MN) , M peut etre G, A, ou C; et N est G, A, 
T, et C. Chaque groupe d' amorces est dicte par la base en 
position 3'(N), avec une degenerescence dans la position 
(M) . Exemple: le set d' amorces ou N - G est constitue de : 
SEQ ID No. 24: 5 ' - TTTTTTTTTTTTGG - 3 ' 
SEQ ID No. 25: 5 ' -TTTTTTTTTTTTAG- 3 ' 
SEQ ID No. 26: 5 7 -TTTTTTTTTTTTCG- 3 ' 
Les ADNc ainsi obtenus sont amplifies et 
marques au moyen d'un decamere arbitraire, en presence 
d'ATP marque isotopiquement . L' analyse des ADNc amplifies 
par electrophorese a revele la presence d'un fragment 
d ' ADNc de 326 bp amplifie dans 1 ' echant illon issu des 
cellules endotheliales stimulees avec le bFGF, identifie 



regue le 31/10/2001 



9 

- la figure 3D montre la culture des cellules 
endotheliales incubes avec 100 /ig/ml d' oligonucleotide de 
sequence SEQ ID No. 3 pendant 4 heures. 



Exemple 1 : Mise en evidence de 1' induction 
de 1 / expression d'IRS-1 (la proteine de 180 kDa) dans les 
cellules endotheliales suite a la stimulation de ces 
cellules par le bFGF . 

La proteine 180 kDa a ete mise en evidence de 
la maniere suivante : 

Les cellules endotheliales ont ete mises en 
culture dans une plaque de microtitration a 6 puits 
prealablement recouverts avec du collagene type I comme 
decrit dans (Montesano et al . , J. Cell. Biol., 1983, 83 , 
1648-1652) . Le milieu de culture est le DMEM (Sigma) 
enrichi avec 10 % de serum de voeu fetal, 4 mM glutamine, 
500 U/ml penicilline, et 100 /xg/ml streptomycine . Apres 3 
a 4 jours de culture, on obtient une couche semi- 
confluente des cellules endotheliales. Les milieux de 
culture de six puits ont ete aspires et remplaces par du 
milieu de culture frais. Trois puits ont ete enrichis 
avec 3 ng/ml de bFGF. Apres une incubation de 48 heures, 
les differents puits sont laves trois fois avec un tampon 
phosphate, et les cellules sont utilisees pour extraire 
1'ARN messager (ARNm) selon des protocoles connus de 
1'homme du metier. Les ARNm sont reverse transcrits par 
une reaction de polymerisation en chaine (PCR) en 
utilisant chacun des quatre groupes degeneres d' amorces 
oligo(dT) (T12MN) , M peut etre G, A, ou C; et N est G, A, 
T, et C. Chaque groupe d' amorces est dicte par la base en 
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dans la liste de sequences en annexe sous le numero SEQ 
ID. No. : 27, cependant, ce meme fragment est faiblement 
present ou present a l'etat de trace dans 1 ' echant illon 
issu des cellules endotheliales non stimulees avec le 
bFGF . Le sequengage de ce fragment et 1 ' interrogation 
subsequente des banques des donnees ont revele que ce 
fragment correspond a une partie d'un gene deja connu, 
codant pour le substrat du recepteur de l'insuline (une 
proteine intracellulaire de 180 kDa) . 

Exemple 2 : Mise en evidence de 1 7 induction 
de l'expression d'IRS-l (la proteine de 180 kDa) . 

Des cellules endotheliales en culture sur un 
tapis du collagene type I stimulees ou non stimulees avec 
le bFGF (cf . exemple 1) sont lysees dans un tampon de 
lyse cellulaire contenant de 1 ' orthovanadate de sodium. 
Ces solutions sont en suite clarifiees par centrif ugat ion 
a 14000 g pendant 15 min. Des echantillons de surnageants 
issus des cellules non stimulees et des cellules 
stimulees avec le bFGF, contenant des quantites 
equivalentes de proteines ont ete repris avec une 
solution d' electrophorese contenant 2% SDS et 15 mM de 
dithiothreitol, chauffes a 100 °C pendant 5 min. puis 
deposes en gel de polyacrylamide (gradient de 4 a 15% en 
acrylamide) dans des conditions denaturantes (en presence 
de 2% SDS) . Apres migration, les proteines sont 
transferees sur une membrane de nitrocellulose. La 
membrane est bloquee par une incubation a temperature 
ambiante dans une solution de 5% de lait dans un tampon 
PBS. La membrane est ensuite lavee trois fois avec un 
tampon PBS, incubee dans un tampon PBS contenant 1 ptg/ml 
d'anticorps monoclonal anti-IRS-1 pendant 2 heures a 
temperature ambiante, et lavee trois fois avec un tampon 
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position 3 ' (N) , avec une degenerescence dans la position 
(M) . Exemple: le set d'amorces ou N = G est constitue de : 
SEQ ID No. 24: 5 ' -TTTTTTTTTTTTGG- 3 ' 
SEQ ID No. 25: 5 ' -TTTTTTTTTTTTAG- 3 ' 
SEQ ID No. 26: 5 ' -TTTTTTTTTTTTCG- 3 ' 
Les ADNc ainsi obtenus sont amplifies et 
marques au moyen d'un decamere arbitraire, en presence 
d ' ATP marque isotopiquement . L' analyse des ADNc amplifies 
par electrophorese a revele la presence d'un fragment 
d ' ADNc de 326 bp amplifie dans 1 ' echantillon issu des 
cellules endotheliales stimulees avec le bFGF, identifie 
dans la liste de sequences en annexe sous le numero SEQ 
ID. No. : 27, cependant, ce meme fragment est faiblement 
present ou present a l'etat de trace dans 1 ' echantillon 
issu des cellules endotheliales non stimulees avec le 
bFGF. Le sequengage de ce fragment et 1 ' interrogation 
subsequente des banques des donnees ont revele que ce 
fragment correspond a une partie d'un gene deja connu, 
codant pour le substrat du recepteur de 1'insuline (une 
proteine intracellulaire de 180 kDa) . 

Exemple 2 : Mise en evidence de 1' induction 
de 1 ' expression d'IRS-1 (la proteine de 180 kDa) . 

Des cellules endotheliales en culture sur un 
tapis du collagene type I stimulees ou non stimulees avec 
le bFGF (cf. exemple 1) sont lysees dans un tampon de 
lyse cellulaire contenant de 1 ' orthovanadate de sodium. 
Ces solutions sont en suite clarifiees par centrif ugation 
a 14000 g pendant 15 min. Des echantillons de surnageants 
issus des cellules non stimulees et des cellules 
stimulees avec le bFGF, contenant des quantites 
equivalentes de proteines ont ete repris avec une 
solution d' electrophorese contenant 2% SDS et 15 mM de 
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PBS. Les proteines sont ensuite revelees au moyen d'un 
anticorps secondaire ant i- isotype couple a la peroxydase . 
On constate la presence d'une proteine de poids 
moleculaire 180 kDa reconnue par 1' anticorps anti-IRS-1 
monoclonal dans les preparations issues des cellules 
endotheliales stimulees avec le bFGF; cette proteine est 
faiblement presente dans la preparation issue des 
cellules endotheliales non stimulees avec le bFGF (Figure 
1) . 

Exemple 3 : Mise en evidence de 1' induction 
de la phosphorylation au niveau de tyrosine d'IRS-1 (la 
proteine de 180 kDa) . 

Des cellules endotheliale humaines en culture 
sur un tapis du collagene type I stimulees ou non 
stimulees avec le bFGF sont lysees dans un tampon de lyse 
cellulaire contenant de 1 ' orthovanadate de sodium. Ces 
solutions sont ensuite clarif iees par centrif ugat ion a 
14000 g pendant 15 min (cf . exemple 2) . La proteine IRS-1 
a ete extraite grace a un anticorps monoclonal anti-IRS- 
1. Cette extraction est realisee apres une 
immunoprecipitation a l'aide d'un anticorps monoclonal 
anti-IRS-1 (Sigma). Apres addition de l'anticorps anti- 
IRS-1 couple a 1' agarose, la suspension est incubee 
pendant 2 heures a temperature ambiante, puis centrif ugee 
a 4000 g pendant 15 min. Le precipite obtenu est repris 
avec une solution d'electrophorese contenant 2% SDS et 15 
mM de di thiothreitol , chauffe a 100 °C pendant 5 min. 
puis depose en gel de polyacrylamide (gradient de 4 a 15% 
en acrylamide) dans des conditions denaturantes (en 
presence de 2% SDS) . Apres migration, les proteines sont 
transferees sur une membrane de nitrocellulose. La 
membrane est bloquee par une incubation a temperature 
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dithiothreitol, chauffes a 100 °C pendant 5 min. puis 
deposes en gel de polyacrylamide (gradient de 4 a 15% en 
acrylamide) dans des conditions denaturantes (en presence 
de 2% SDS) . Apres migration, les proteines sont 
transferees sur une membrane de nitrocellulose. La 
membrane est bloquee par une incubation a temperature 
ambiante dans une solution de 5% de lait dans un tampon 
PBS. La membrane est ensuite lavee trois fois avec un 
tampon PBS, incubee dans un tampon PBS contenant 1 fig/ml 
d'anticorps monoclonal anti-IRS-1 pendant 2 heures a 
temperature ambiante, et lavee trois fois avec un tampon 
PBS. Les proteines sont ensuite revelees au moyen d'un 
anticorps secondaire anti-isotype couple a la peroxydase. 
On constate la presence d'une proteine de poids 
moleculaire 18 0 kDa reconnue par 1' anticorps anti-IRS-1 
monoclonal dans les preparations issues des cellules 
endotheliales stimulees avec le bFGF ; cette proteine est 
faiblement presente dans la preparation issue des 
cellules endotheliales non stimulees avec le bFGF (Figure 
1) . 

Exemple 3 : Mise en evidence de 1 ' induction 
de la phosphorylation au niveau de tyrosine d'IRS-l (la 
proteine de 180 kDa) . 

Des cellules endotheliale humaines en culture 
sur un tapis du collagene type I stimulees ou non 
stimulees avec le bFGF sont lysees dans un tampon de lyse 
cellulaire contenant de 1 ' orthovanadate de sodium. Ces 
solutions sont ensuite clarifiees par centrif ugation a 
14000 g pendant 15 min (cf . exemple 2) . La proteine IRS-1 
a ete extraite grace a un anticorps monoclonal anti-IRS- 
1. Cette extraction est realisee apres une 
immunoprecipitation a I'aide d'un anticorps monoclonal 
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ambiante dans une solution de 5%> de lait dans un tampon 
PBS. La membrane est ensuite lavee trois fois avec un 
tampon PBS, incubee dans un tampon PBS contenant 1 /xg/ml 
d'anticorps monoclonal anti -phosphotyrosine pendant 2 
heures a temperature ambiante, et lavee trois fois avec 
un tampon PBS. Les proteines sont ensuite revelees au 
moyen d'un anticorps secondaire anti-isotype couple a la 
peroxydase. On constate que la proteine IRS-1 de poids 
moleculaire 180 kDa est phosphorylee au niveau du residu 
tyrosine dans les preparations issues des cellules 
endotheliales stimulees avec le bFGF ; cette proteine est 
tres faiblement phosphorylee au niveau du residu tyrosine 
dans la preparation issue des cellules endotheliales non 
stimulees avec le bFGF (Figure 2) 

Exemple 4 : Evaluation de l'activite anti- 
angiogenique in vitro de 1 7 oligonucleotide > 

Des cellules endotheliales humaines sont 
mises en culture sur un tapis du collagene type I. Au 
septieme jour de culture, les puits de culture sont 
divises en quatre lots : 

Lot 1 : Puits correspondant a la culture des 
cellules endotheliales non traitees. (Figure 3A) 

Lot 2 : Puits correspondant a la culture des 
cellules endotheliales stimulees avec 3 ng/ml de bFGF. 
(Figure 3B) 

Lot 3 : Puits correspondant a la culture des 
cellules endotheliales incubes avec 100 ptg/ml 
d' oligonucleotide de sequence SEQ ID No. 3 pendant 4 
heures, puis stimulees avec 3 ng/ml de bFGF. (Figure 3C) 

Lot 4 : Puits correspondant au culture des 
cellules endotheliales incubes avec 100 jig/ml 
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anti-IRS-1 (Sigma) . Apres addition de l'anticorps anti- 
IRS-1 couple a 1' agarose, la suspension est incubee 
pendant 2 heures a temperature ambiante, puis centrifugee 
a 4000 g pendant 15 min. Le precipite obtenu est repris 
avec une solution d' electrophorese contenant 2% SDS et 15 
mM de dithiothrei tol , chauffe a 100 °C pendant 5 min. 
puis depose en gel de polyacrylamide (gradient de 4 a 15% 
en acrylamide) dans des conditions denaturantes (en 
presence de 2% SDS) . Apres migration, les proteines sont 
transferees sur une membrane de nitrocellulose. La 
membrane est bloquee par une incubation a temperature 
ambiante dans une solution de 5% de lait dans un tampon 
PBS. La membrane est ensuite lavee trois fois avec un 
tampon PBS, incubee dans un tampon PBS contenant 1 fig/ml 
d'anticorps monoclonal anti-phosphotyrosine pendant 2 
heures a temperature ambiante, et lavee trois fois avec 
un tampon PBS. Les proteines sont ensuite revelees au 
moyen d'un anticorps secondaire anti-isotype couple a la 
peroxydase. On constate que la proteine IRS-1 de poids 
moleculaire 18 0 kDa est phosphorylee au niveau du residu 
tyrosine dans les preparations issues des cellules 
endotheliales stimulees avec le bFGF ; cette proteine est 
tres faiblement phosphorylee au niveau du residu tyrosine 
dans la preparation issue des cellules endotheliales non 
stimulees avec le bFGF (Figure 2) 

Exemple 4 : Evaluation de l'activite anti- 
angiocreniQue in vitro de 1 ' oligonucleotide . 

Des cellules endotheliales humaines sont 
mises en culture sur un tapis du collagene type I. Au 
septieme jour de culture, les puits de culture sont 
divises en quatre lots : 
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d' oligonucleotide de sequence SEQ ID No. 3 pendant 4 
heures. (Figure 3D) 

Apres 3 a 4 jours de culture, les differents 
puits sont examines a l'aide de microscope optique a 
phase inverse. A la lecture des resultats, il apparait 
que les cellules endotheliale humaines dans le lot 2 
forment des tubes capillaires suite a la stimulation avec 
le bFGF. On constate aussi que 1 ' oligonucleotide inhibe 
la formation de neovaisseaux par ces memes cellules 
stimulees avec le bFGF dans le lot 3. On observe enfin 
que 1 ' oligonucleotide ne modifie pas de maniere prononcee 
la croissance des cellules endotheliales . En effet, le 
nombre des cellules endotheliales dans le puits de lot 1 
et ceux de lot 4 sont comparables. 

Exemple 5 : Evaluation de l'activite in vivo 
de 1 ' oligonucleotide . 

Trois lots de souris nude ont ete utilises. 
Chaque lot etant constitue de 5 souris. 

Lot N°l : Ce lot a servi de temoin. Chaque 
souris est inoculee en sous-cutane a JO avec 200 fil d'une 
suspension de cellules de melanome B16 (fournies par 
l'Institut Gustave Roussy de Villejuif) dispersees dans 
du PBS a raison de 10 6 cellules/ml. Ces souris ne sont 
pas traitees par la suite. 

Lot N°2 : Chaque souris est inoculee en sous- 
cutane a JO avec 200 fxl d'une suspension de cellules de 
melanome B16 dispersees dans du PBS a raison de 10 6 
cellules/ml. A Jl , J2 , J3 , J4 , J5 , J6 , J7 , J8 , J9 et J10 
chaque souris recpoit une injection en sous-cutanee de 200 
^1 d'une solution d' oligonucleotide diluee dans du PBS a 
une concentration de 500 /^g/ml . L' injection 
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Lot 1 : Puits correspondant a la culture des 
cellules endotheliales non traitees . (Figure 3A) 

Lot 2 : Puits correspondant a la culture des 
cellules endotheliales stimulees avec 3 ng/ml de bFGF . 
(Figure 3B) 

Lot 3 : Puits correspondant a la culture des 
cellules endotheliales incubes avec 100 ixg/ml 
d' oligonucleotide de sequence SEQ ID No, 3 pendant 4 
heures, puis stimulees avec 3 ng/ml de bFGF. (Figure 3C) 

Lot 4 : Puits correspondant au culture des 
cellules endotheliales incubes avec 100 ng/ml 
d' oligonucleotide de sequence SEQ ID No. 3 pendant 4 
heures. (Figure 3D) 

Apres 3 a 4 jours de culture, les differents 
puits sont examines a l'aide de microscope optique a 
phase inverse. A la lecture des resultats, il apparaxt 
que les cellules endotheliale humaines dans le lot 2 
forment des tubes capillaires suite a la stimulation avec 
le bFGF. On constate aussi que 1 ' oligonucleotide inhibe 
la formation de neovaisseaux par ces memes cellules 
stimulees avec le bFGF dans le lot 3 . On observe enf in 
que 1 ' oligonucleotide ne modifie pas de maniere prononcee 
la croissance des cellules endotheliales. En effet, le 
nombre des cellules endotheliales dans le puits de lot 1 
et ceux de lot 4 sont comparables. 

Exemple 5 : Evaluation de l'activite in vivo 
de 1 ' oligonucleotide . 

Trois lots de souris nude ont ete utilises. 
Chaque lot etant constitue de 5 souris. 

Lot N°l : Ce lot a servi de temoin. Chaque 
souris est inoculee en sous-cutane a JO avec 200 fxl d'une 
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d' oligonucleotide est effectuee a proximite du site 
d' injection des cellules. 

Lot N°3 : Les souris de ce lot ne sont pas 
inoculees avec les cellules de melanome B16 . Cependant , 
chacune de ces souris regoit une injection de 200 fil 
d'une solution d' oligonucleotide dans du PBS a une 
concentration de 500 /xg/ml ; les injections sont faites a 
Jl, J2 J3, J4, J5, J6, J7 , J8, J9 et J10 . 

Les resultats sont les suivants : 
Apres inoculation, chez les souris du lot 
N°l, la masse tumorale se developpe d'une fagon tres 
rapide . En effet, la masse tumorale atteint une taille de 
1,6 a 2,5 cm de diametre apres dix jours chez les souris 
dudit lot N°l (souris non traitees) . L' evolution de la 
masse tumorale chez les souris du lot N°2 (souris 
traitees apres inoculation par injection 

d' oligonucleotide a Jl, J2 et J3), montre une 
augmentation nettement moindre du volume de la masse 
tumorale. La masse tumorale chez les souris du lot 2 ne 
depasse pas 0,8 cm de diametre au dixieme jour. Au 
quatorzieme jour, la difference entre la masse tumorale 
des souris de lots N°2 et celle des souris du lot N°l est 
remarquable . 

Chez les souris du lot N°3 (souris n'ayant 
pas regu de cellules de melanome B16, mais traitees par 
injection d' oligonucleotide pendant trois jours) on note 
un effet general inattendu sur la peau . II est identique 
a celui note chez toutes les souris qui ont ete traitees 
par 1 ' oligonucleotide (lot 2). La peau prend un aspect 
vieilli, f ripe . On note aussi 1' apparition de poils chez 
toutes les souris traitees. II existe un parallelisme au 
cours de 1' evolution entre la regression des signes 
cutanes et la reprise de la croissance tumorale. 
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suspension de cellules de melanome B16 (fournies par 
l'Institut Gustave Roussy de Villejuif) dispersees dans 
du PBS a raison de 10 6 cellules/ml. Ces souris ne sont 
pas traitees par la suite. 

Lot N°2 : Chaque souris est inoculee en sous- 
cutane a JO avec 200 /il d'une suspension de cellules de 
melanome B16 dispersees dans du PBS a raison de 10 6 
cellules/ml. A Jl , J2 , J3 , J4 , J5, J 6 , Jl , J8 , J9 et J10 
chaque souris regoit une injection en sous-cutanee de 200 
fil d'une solution d' oligonucleotide diluee dans du PBS a 
une concentration de 500 /xg/ml . L' injection 
d' oligonucleotide est effectuee a proximite du site 
d' injection des cellules. 

Lot N°3 : Les souris de ce lot ne sont pas 
inoculees avec les cellules de melanome B16 . Cependant, 
chacune de ces souris regoit une injection de 200 /il 
d'une solution d' oligonucleotide dans du PBS a une 
concentration de 500 fig/ml ; les injections sont faites a 
Jl, J2 J3, J4, J5, J6, Jl , J8, J9 et J10 . 

Les resultats sont les suivants : 

Apres inoculation, chez les souris du lot 
N°l, la masse tumorale se developpe d'une fagon tres 
rapide. En effet, la masse tumorale atteint une taille de 
1,6 a 2,5 cm de diametre apres dix jours chez les souris 
dudit lot N°l (souris non traitees). L'evolution de la 
masse tumorale chez les souris du lot N°2 (souris 
traitees apres inoculation par injection 

d' oligonucleotide a Jl, J2 et J3), montre une 
augmentation nettement moindre du volume de la masse 
tumorale. La masse tumorale chez les souris du lot 2 ne 
depasse pas 0,8 cm de diametre au dixieme jour. Au 
quatorzieme jour, la difference entre la masse tumorale 
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On constate done que 1 ' oligonucleotide inhibe 
la developpement et la formation des neovaisseaux par les 
cellules endothelials in vitro; II possede d' autre part 
une activite ant i - tumorale in vivo remarquable chez la 
sour is nude. 
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des souris de lots N°2 et celle des souris du lot N°l est 
remarquable . 

Chez les souris du lot N°3 (souris n'ayant 
pas re?u de cellules de melanome B16, mais traitees par 
injection d' oligonucleotide pendant trois jours) on note 
un effet general inattendu sur la peau. II est identique 
a celui note chez toutes les souris qui ont ete traitees 
par 1 ' oligonucleotide (lot 2). La peau prend un aspect 
vieilli, fripe. On note aussi 1 ' apparition de poils chez 
toutes les souris traitees. II existe un parallelisme au 
cours de 1' evolution entre la regression des signes 
cutanes et la reprise de la croissance tumorale. 

On constate done que 1 ' oligonucleotide inhibe 
la developpement et la formation des neovaisseaux par les 
cellules endotheliales in vitro; II possede d' autre part 
une activite anti- tumorale in vivo remarquable chez la 
souris nude. 



1er depot 



Modifiee le 19/07/2002 



16 

REVEND I CATIONS 

1) Un oligonucleotide constitute par la 
sequence nucleot idique de formule SEQ ID NO. 2 : 

5 ' -TATCCGGAGGGCTCGCCATGCTGCTGCGGAGCAGA- 3 ' . m 
un fragment de celle-ci comprenant au moins 
12 nucleotides contigus, ou leur derive. 

2) Un oligonucleotide selon la revendicat ion 
1, caracterise en ce qu'il est constitue par la sequence 
nucleot idique de formule SEQ ID NO. 3 : 

5 ' -TATCCGGAGGGCTCGCCATGCTGCT-3 ' 

un fragment de celle-ci comprenant au moins 
12 nucleotides contigus, ou leur derive. 

3) Un oligonucleotide selon la revendicat ion 
1, caracterise en ce qu'il est constitue par la sequence 
nucleotidique de formule SEQ ID NO. 4 : 

5 ' -TCGCCATGCTGCTGCGGAGCAGA- 3 ' 

fragment de celle-ci comprenant au moins 12 
nucleotides contigus, ou leur derive. 

4) Un oligonucleotide selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 3, caracterise en ce que tout ou 
partie des liaisons phosphodiester est protegee. 

5) Un oligonucleotide selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 4, caracterise en ce que les 
extremites 5' et/ou 3' sont protegees. 

6) Une composition pharmaceut ique comprenant 
comme agent actif au moins un oligonucleotide selon 1 ' une 
quelconque des revendications 1 a 5, avantageusement 
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REVENDI CATIONS 

1) Composition pharmaceu t ique pour 
1' inhibition du gene codant la proteine IRS-1 destinee 
au traitement d'une pathologie liee aux phenomenes 
d ' angiogenese , comprenant comme agent actif un 
oligonucleotide complementaire d'une partie dudit gene 
ou d'un transcrit dudit gene. 

2) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que 
1 ' oligonucleotide est constitue par la sequence 
nucleotidique.de formule SEQ ID NO. 2 : 

5 ' -TATCCGGAGGGCTCGCCATGCTGCTGCGGAGCAGA-3 ' 
un fragment de celle-ci comprenant au moins 
12 nucleotides contigus, ou leur derive. 

3) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que 
I ' oligonucleotide est constitu£ par la sequence 
nucldotidique de formule SEQ ID NO. 3 : 

5 ' -TATCCGGAGGGCTCGCCATGCTGCT— 3 ' 
un fragment de celle-ci comprenant au moins 
12 nucleotides contigus, ou leur derive. 

4) Composition pharmaceutique .selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que 
1 ' oligonucleotide est constitue par la sequence 
nucleotidique de formule SEQ ID NO. 4 : 

5 ' -TCGCCATGCTGCTGCGGAGCAGA-3 ' 

fragment de celle-ci comprenant au moins 12 
nucleotides contigus, ou leur derive. 
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associe dans fadite composition avec un vehicule 
acceptable . 

7) Une composition pharmaceut ique pour 
1' inhibition du gene codant la proteine IRS-1 comprenant 
comme agent actif un oligonucleotide complementaire d'une 
partie dudit gene ou d'un transcrit dudit gene. 

8) Une composition pharmaceut ique selon 1 ' une 
quelconque des revendications 6 ou 7 pour etre utilisee 
contre la multiplication cellulaire. 

9) Une composition pharmaceut ique selon 1 ' une 
quelconque des revendications 6 a 8 pour etre utilisee 
dans le traitement des tumeurs . 

10) Une composition pharmaceut ique selon 
1 ' une quelconque des revendications 6 a 8 pour etre 
utilisee dans le traitement d'une ret inopathie . 

11) Une composition pharmaceutique selon 
1'une quelconque des revendications 6 a 8 pour etre 
utilisee dans la prevention de melanomes. 

12) Une composition pharmaceutique selon 
l'une quelconque des revendications 6 a 11, caracterisee 
en ce qu'elle se presente sous une forme pour etre 
administree par voie sous-cutanee, intramusculaire , 
intraveineuse ou transdermique , et en ce qu'elle comprend 
de 0,0 01 mg a 5 0 mg d' agent actif. 
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5) Composition pharmaceutique selon 1 ' une 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee 
en ce que -ce que tout ou partie des liaisons 
phosphodiester de 1 ' oligonucleotide est protegee. 

6) Composition pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee 
en ce que ce que les extremites 5' et/ou 3' de 
1 ' oligonucleotide sont protegees. 

7) . Composition pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications precedentes f caracterisee 
en ce que ce que 1 ' oligonucleotide est associe dans 
ladite composition avec un vehicule acceptable. 

8) Composition pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 7 pour etre utilisee 
dans le traitement d'une retinopathie . 

9) Composition pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8, caracterisee en ce 
qu'elle se presente sous une forme pour etre administree 
par voie sous-cutanee, intramusculaire , intraveineuse ou 
transdermique, et en ce qu'elle comprend de 0,001 mg a 
50 mg d' agent actif. 
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Revelation avec anticorps anti-phosphotyrosine 



Fig. 2 
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SEQUENCE LISTING 

<110> AL MAHMOOD, SALMAN 

<120> Oligonucleotides antisens capables d ' inhiber la formation de tubes 
capillaires par les cellules endotheliales . 



^ i o n 


_Cj O _/ _> _i- J UJ.ll«i U U X 


< -L*± U > 


r KZUUl ivJvywiv^v 


<. J.1 ±-> 


ZUUl U D X 


<160> 


27 


<170> 


Patentln version 3 . 0 


<210> 


1 


<211> 


48 


<212> 


DNA 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) . - (48) 


<223> 


oligonucleotide sens 


<400> 


1 



tcgatgtgac gctactgatg agtccgtgag gacgaaactc tggcctag 



<210> 2 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (35) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 2 

tatccggagg gctcgccatg ctgctgcgga gcaga 



<210> 3 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (25) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 3 

tatccggagg gctcgccatg ctgct 



<210> 4 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (23) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 4 

tcgccatgct gctgcggagc aga 



<210> 5 
<211> 25 
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2 



<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<2 21> misc_f eature 

<222> (1) . . (25) 



<223> 


Oligonucleotide anti-sens. 


<400> 


5 


tatccggagg gcctgccatg ctgct 


<210> 


6 


<211> 


24 


<212> 


DNA 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) . . (24) 


<223> 


Oligonucleotide anti-sens. 


<400> 


6 


tatccggagg gcctgccatg ctgc 


<210> 


7 


<211> 


23 


<212> 


DNA 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) . . (23) 


<223> 


Oligonucleotide anti-sens 


<400> 


7 


tatccggagg gcctgccatg ctg 


<210> 


8 


<211> 


22 


<212> 


DNA 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) . . (22) 


<223> 


Oligonucleotide ant i- sens 


<400> 


8 


tatccggagg gcctgccatg ct 


<210> 


9 


<211> 


21 


<212> 


DNA 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) . . (21) 



25 



24 



23 



22 



<223> Oligonucleotide anti-sens. 
<400> 9 

tatccggagg gcctgccatg c 
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<210> 10 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (20) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 10 

tatccggagg gcctgccatg 



<210> 11 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (1) . . (19) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 11 

tatccggagg gcctgccat 



<210> 12 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (18) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 12 

tatccggagg gcctgcca 



<210> 13 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (17) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 13 

tatccggagg gcctgcc 



<210> 14 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (1) . . (16) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 14 
tatccggagg gcctgc 



1er depot 

4 



<210> 15 

<211> 15 

<212> DNA 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (15) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 15 
tatccggagg gcctg 



<210> 16 
<211> 14 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> ' (1) . . (14) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 
<400> 16 
tatccggagg gcct 



<210> 17 

<211> 13 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (13) 

<223> Oligonucleotide anti-sens* 

<400> 17 
tatccggagg gcc 



<210> 18 

<211> 12 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (12) 

<223> Ologonucleotide anti-sens. 

<400> 18 
tatccggagg gc 



<210> 


19 


<211> 


22 


<212> 


DNA 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) . . (22) 


<223> 


Oligonucleotide anti-sens 


<400> 


19 



ccggagggcc tgccatgctg ct 



<210> 20 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (19) 

<223> Oigonucleotide anti-sens. 

<400> 20 

gagggcctgc catgctgct 



<210> 21 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (1) . . (16) 

<223> Oligonucleotide anti-sens 

<400> 21 
ggcctgccat gctgct 



<210> 22 

<211> 13 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (13) 

<223> Oligonucleotide anti-sens 

<400> 22 
ctgccatgct get 



<210> 23 

<211> 12 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (1) . . (12) 

<223> Oligonucleotide anti-sens 

<400> 23 
tgccatgctg ct 



<210> 24 

<211> 14 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (14) 



r 
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<223> Oligonucleotide anti-sens; 
<400> 24 

tttttttttt ttgg 14 



<210> 25 

<211> 14 

<212> DNA 

<213> Sequence artif icielle . 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (14) 

<223> Oligonucleotide anti-sens. 

<400> 25 

tttttttttt ttag 14 



<210> 


26 


<211> 


14 


<212> 


DNA 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<221> 


misc feature 


<222> 


(1) . . (14) 


<223> 


Oligonucleotide anti-sens 


<400> 


26 


tttttttttt ttcg 



<210> 27 

<211> 326 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> mis cofeature 
<222> (1) . . (326) 

<223> Fragment du gene IRS-1 codant pour le substrat du recepteur de l'insuline 
<400> 27 

gtgccgagct gagttcctta taagaattaa tcttaatttt gtattttttc ctgtaagaca 60 
ataggccatg ttaattaaac tgaagaagga tatatttggc tgggtgtttt caaatgtcag 12 0 
cttaaaattg gtaattgaat ggaagcaaaa ttataagaag aggaaattaa agtcttccat 180 
tgcatgtatt gtaaacagaa ggagatgggt gattccttca attcaaaagc tctctttgga 240 
atgaacaatg tgggcgtttg taaattctgg aaatgtcttt ctattcataa taaactagat 300 



actgttgatc ttttaaaaaa aaaaaa 



326 



